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AP-1 activator protein 1 
2-BFI  2-(2-benzofuranyl)-2-imidazoline 
BCA bicinchoninic acid 
BSA  bovine serum albumin 
CBB coomassie brilliant blue 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
EMSA electrophoretic mobility shift assay 
HO-1 heme oxygenase 1 
HRP horseradish peroxidase 
IL-1 interleukin-1 beta 
JNK c-Jun N-terminal kinase 
Keap1 Kelch-like ECH-associated protein 1 
LC3 microtubule-associated protein 1 light chain 3 
LPS lipopolysaccharide 
MAO monoamine oxidase 
MDC monodansylcadaverine 
mTOR mammalian target of rapamycin 
NF-B nuclear factor-kappa B 
NQO-1 NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 
Nrf2 nuclear factor erythroid 2-related factor 2 
PBS phosphate buffered saline 
PVDF polyvinylidene difluoride 
SDS sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
TBS tris buffered saline 























































オートファジーが interleukin-1 beta (IL-1) の前駆体を分解し、その分泌を抑制する
ことも報告されており [9] 、オートファジーはさまざまな段階で炎症応答に関わること
が考えられる。そして、オートファジーを誘導する薬剤のうち、ラパマイシン 
(rapamycin) を始めとした mammalian target of rapamycin (mTOR) 阻害剤が、LPS
刺激による NO 産生を抑制するなどの抗炎症作用を持つことも報告されていることか
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RAW264.7 細胞において、LPS 刺激による NO 産生を抑制する作用を持つ [12] イダゾ
キサン (idazoxan) に注目した。イダゾキサンはイミダゾリン誘導体の一つで、2-アド





を誘導することが報告されている [6, 15] 。イダゾキサンはクロニジンやリルメニジン










抗 microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) 抗体 (8E10) は医学生物学
研究所 (名古屋) から購入した。イダゾキサン、ビンブラスチン (vinblastine) 、リルメ
ニジン、クロニジンは Santa Cruz Biotechnology (Dallas、Texas) から購入した。ラ
パマイシン、coomassie brilliant blue (CBB) R-250 はナカライテスク (京都) から購入
した。デクスメデトミジン (dexmedetomidine) は富士フィルム和光純薬 (大阪) から購
入した。ペプスタチン A (pepstatin A) 、Cyto-ID autophagy detection kit は Enzo Life 
Sciences (Farmingdale、New York) から購入した。E-64d はペプチド研究所 (大阪) か
ら購入した。バフィロマイシン A1 (bafilomycin A1) 、2-(2-benzofuranyl)-2-imidazoline 
(2-BFI) は Tocris Bioscience (Bristol) から購入した。エファロキサン (efaroxan) は
LKT Laboratories (St.Paul、Minnesota) から購入した。 
Monodansylcadaverine (MDC) は Sigma-Aldrich (St.Louis、Missouri) から購入した。





RAW264.7 細胞 (DS Pharma Biomedical) は 10 % 非働化ウシ胎児血清 (Sigma-
Aldrich) 、100 U/mL  ペニシリン (penicilin) 、及び 100 µg/mL ストレプトマイシン 
(streptomycin) (Thermo Fisher Scientific) を 含 む Dulbecco’s modified Eagle’s 





薬剤処理を行った細胞の培養上清を取り除き、4 ℃に冷却した phosphate buffered 
saline (PBS) {137 mM NaCl、2.7 mM KCl、1.47 mM KH2PO4、8.1 mM Na2HPO4 
(pH7.4)} を加えて洗浄した。洗浄後、プレートに接着した細胞を PBS 中でスクレ－ピ
ングを行うことにより剥離し、チューブ内へ回収した。回収した細胞は 1,000 × g、4 ℃
で 10 分間遠心分離することで、ペレット状にした。ペレット状の細胞を約 150 μL の
PBS で再懸濁し、branson sonifier model S-150 を用いて 10 秒間 × 3 回、超音波破砕
を行った。破砕後、サンプルのタンパク質濃度は bovine serum albumin (BSA) を検量
線の標準溶液に用いてbicinchoninic acid (BCA) 法 (PierceTM BCA protein assay kit) に
より測定した。 
 
1-2-4 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 法及びウェスタ
ンブロット法  
1) LC3 の検出 
BCA 法の結果からタンパク質の泳動量が等量になるように、試料溶液を作製した。
試料溶液に還元剤を含む試料緩衝液 (ナカライテスク) を加え、70 ℃で 15分間の加熱、
還元処理を行った。還元処理を行った試料溶液は、15 % アクリルアミドゲルを用いて、
泳動用緩衝液 {25 mM Tris、192 mM glycine、0.1 % sodium dodecyl sulfate (SDS)} 内
で、電圧 50 V で 30 分間、次に電圧 100 V で 90 分間泳動することにより分離した。分
離したタンパク質は、転写用緩衝液 (25 mM Tris、192 mM glycine、20 % methanol、
0.02 % SDS) 内でニトロセルロース膜に電圧 100 V、45 分間若しくは 60 分間転写し
た。転写膜は、10 % スキムミルク/PBS 中に 4 ℃で一晩静置し、ブロッキングを行っ
た。その後、PBS-T (0.05 % Tween-20、PBS) で洗浄し、1 % スキムミルク/PBS で 1,000
倍希釈した抗 LC3 抗体 (8E10) を、室温で 1 時間振盪しながら一次抗体反応を行った。
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一次抗体を反応させた後、余分な抗体を PBS-T により洗浄し、1 % スキムミルク/PBS
で 1,000 倍希釈した horseradish peroxidase (HRP) 結合抗マウス IgG 抗体を室温で 1
時間振盪させ、二次抗体反応を行った。反応後、再び転写膜を PBS-T で洗浄し、
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific)
を用いた化学発光法により LAS-3000 mini (富士フィルム、京都) を使用してシグナル
を検出した。 
 
1-2-5 Cyto-ID の蛍光検出 
1) フローサイトメトリー 
薬剤処理した細胞はスクレーピングによりプレートから剥離させ、遠沈管に回収した
後、800 × g、4 ℃で 10 分間遠心分離することによりペレット状にした。その後、培養
上清を取り除き、約 9 mL の PBS で再懸濁した。再懸濁した細胞から、2 × 106 個の細
胞だけ別の遠沈管へ回収し、再び 800 × g、4 ℃で 10 分間遠心分離することによりペレ
ット状にした。その後、PBSで 1,000倍希釈したCyto-ID (Cyto-ID autophagy detection 
kit) を 250 μL 加え、遮光下、37 ℃で 30 分間、染色した。染色後、細胞を PBS で洗浄
し、約 2 mL の PBS で再懸濁した後に蛍光を測定した。蛍光は FACS Calibur (BD 
FACSCcaliburTM 、 BD bioscience 、 Franklin 、 New Jersey) を 用 い て FL1 
(530 ± 30 nm) で検出した。 
 
2) 共焦点顕微鏡 
細胞をノンコート 8 ウェルチャンバースライド (松波硝子工業、大阪) に播種し、薬
剤処理を行った。薬剤処理後、細胞を PBS (+) (0.9 mM CaCl2、0.33 mM MgCl2、PBS) で
洗浄した。洗浄後、PBS で 500 倍希釈した Cyto-ID (Cyto-ID🄬 autophagy detection 
kit) と 1,000 倍希釈した Hoechst 33342 (Cyto-ID🄬 autophagy detection kit) を 200 μL
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加え、遮光下、37 ℃で 30 分間染色した。染色後、細胞を 37 ℃に温めた PBS (+) で洗
浄し、同様に温めた 4 % paraform aldehyde/PBS を遮光下、室温で 10 分間反応させ固
定した。固定した細胞は、PBS (+) で 3 回洗浄し、VECTASHIELD🄬 Mounting Medium 
(Vector Laboratories、Burlingame、California) を加えて、スライドガラス内に封入し
た。その後、A1R 共焦点顕微鏡 (ニコン、東京) を用いて細胞を観察した。 
 
1-2-6 MDC の蛍光検出 
薬剤処理を行った後、培養上清を除去し 50 µM の MDC を含む PBS を加え、遮光
下、37 ℃で 1 時間染色した。染色後、細胞を PBS で洗浄し、細胞溶解液 {0.1 % Triton 
X-100、10 mM Tris-HCl (pH 8.0)} で可溶化した。可溶化した細胞溶解液のうち、一部
は黒色の 96 ウェルプレートに分取し、Spectra Max (モレキュラーデバイスジャパン、










れている [16] 。LC3 は前駆体の状態から末端を切断されて LC3-I となり、LC3-I が脂




結果、イダゾキサンの濃度を 10、30、100 µM と高くするに従い、濃度依存的に LC3-
II が増加した (図 3-A) 。また、100 µM のイダゾキサンの処理時間を 4、8、24 時間と
延長するに伴い、処理時間依存的な LC3-II の増加も認められた (図 3-B) 。そこで、イ
ダゾキサンによる LC3-II の増加が確かな現象であることを示すため、先の実験で比較
的顕著な LC3-II の増加が認められた、100 µM のイダゾキサンを 24 時間処理した条件
で、3 サンプル処理してウェスタンブロット法に供した。同様の操作を、陽性対照とし
てオートファジー誘導剤であるラパマイシンを処理した条件でも行った (図 3-C) 。図
3-C の結果から得られた LC3-II のシグナル強度について、薬剤未処理群、ラパマイシ
ン処理群、イダゾキサン処理群と、同じ群の 3 つのサンプル間からシグナル平均値を算
出し、グラフに示した (図 3-D) 。算出した値を用いて、薬剤未処理群を比較対照に
Student’s t-test により統計解析を行った結果、ラパマイシンより小さいが、イダゾキ







[17] 及びリソソーム親和性色素である MDC [18] を用いた。Cyto-ID の蛍光強度の変化
を共焦点顕微鏡により調べた結果、100 μM のイダゾキサンを 16 時間及び 100 nM の
ラパマイシンを 4 時間処理した条件で、Cyto-ID 蛍光強度の増加が観察された (図 4-
A) 。その増加は、2 µg/mL のペプスタチン A と 10 µg/mL の E-64d を 100 μM のイダ
ゾキサンと 24 時間併用した条件で、更に顕著に認められた (図 4-B) 。フローサイトメ
トリーの結果からも、100 μM のイダゾキサンを 16 時間処理した条件で、高い蛍光強
度を示す細胞数の増加が認められた (図 5-A、B) 。また、1 mM のイダゾキサンを 3 時
間及び 1 µM のラパマイシンを 30 分間処理した条件で MDC の蛍光強度を測定した結










たことが示唆される (図 6) 。そこで、併用する分解阻害剤には、オートファゴソームと





ロマイシン A1 の濃度が 12.5、25、50 nM いずれの濃度であっても、バフィロマイシ
ン A1処理のみと比較して、100 µM のイダゾキサンと併用することにより LC3-II が増
加した (図 7-A) 。また、ペプスタチン A と E-64d により分解を阻害した条件でも、イ
ダゾキサンとの併用により更なる LC3-II の増加が認められた (図 7-B) 。分解阻害剤を








マイシン A1 の作用は、12.5 nM 以上の濃度で濃度依存的な LC3-II の増加を認められ
ないことから、25 nM で飽和に達していることが示された (図 7-A) 。そこで、25 nM
のバフィロマイシン A1を 4 時間処理した条件で、オートファジー誘導剤であるラパマ
イシン、オートファゴソームとリソソームの融合を阻害するビンブラスチン [20] 並び
に、リソソーム内の加水分解酵素を阻害するペプスタチン A と E-64d を併用し、LC3-
II の変化を調べた。その結果、100 nM のラパマイシンを 25 nM のバフィロマイシン A1
と併用した条件では LC3-II の増加が認められた (図 7-C) 。一方、25、50、100 μMの
ビンブラスチンを処理した条件では、ビンブラスチンのみでの LC3-II の増加が認めら
れたが、バフィロマイシン A1 と併用した条件ではいずれの濃度でも認められなかった 
(図 7-D) 。同様に、ペプスタチン A と E-64d をバフィロマイシン A1と併用した条件で
も、ペプスタチン A と E-64d がいずれの濃度でも LC3-II の増加は認められなかった 




断した。また、ビンブラスチン及びペプスタチン A と E-64d を併用した条件では、LC3-
II の更なる増加は認められず、バフィロマイシン A1 処理により LC3-II の分解は十分
に飽和に達していると判断した。従って、今回用いたバフィロマイシン A1 の処理条件





数のイミダゾリン誘導体 (図 8) を用いて、イダゾキサンと同様に RAW264.7 細胞で誘
導された LC3-II の量を調べた。まず、1 mM のエファロキサン及び 1 mM のクロニジ
ンにより LC3-II が増加し、その増加は 25 nM のバフィロマイシン A1と併用した条件
でも認められた (図 9-A、B) 。2-BFI も 0.1、0.5、1 mM と処理濃度を増加させるに伴
って LC3-II が増加し、バフィロマイシン A1併用下でも、濃度依存的な LC3-II の増加
が認められた (図 9-C) 。一方、0.42 mM のリルメニジンを処理した条件では、リルメ
ニジン処理のみによる LC3-II の増加は認められたが、バフィロマイシン A1と併用した
条件では、更なる LC3-II の増加は認められなかった (図 9-D) 。0.1、0.3、0.5 mM の
デクスメデトミジンを処理した条件でも、デクスメデトミジン処理のみによる濃度依存
的な LC3-II の増加が認められたが、バフィロマイシン A1と併用した条件ではいずれの
濃度でも LC3-II の増加は認められなかった (図 9-E) 。 
次に、分解阻害剤としてペプスタチン A と E-64d を併用した条件では、選択したイ
ミダゾリン誘導体のうち、エファロキサン、クロニジン、及び 2-BFI が 0.1、0.5、1 mM
と処理濃度の増加に伴い LC3-II を増加させ、その増加は 2 µg/mL のペプスタチン A と
10 µg/mL の E-64d を併用した条件でも認められた (図 10-A、B、C) 。一方、リルメニ
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ジンでは、0.3、0.42 mM の濃度において、リルメニジン処理による LC3-II の増加が
認められたが、ペプスタチン A と E-64d を併用した条件では認められなかった (図 10-
D) 。同様に、デクスメデトミジンでも、0.1、0.3、0.5 mM の濃度において、デクスメ
デトミジン処理のみによる LC3-II の増加が認められたが、ペプスタチン A と E-64d を
併用した条件では認められなかった (図 10-E) 。これらの結果から RAW264.7 細胞に
おいて、イダゾキサン以外にエファロキサン、クロニジン、2-BFI がオートファジーを
誘導することが示された。一方、リルメニジンとデクスメデトミジンではバフィロマイ

















イミダゾリン受容体は I1、I2、I3の 3 つのサブタイプを持ち、それぞれ細胞内での局在
や生体内での機能が異なっている [13] 。そして、イミダゾリン誘導体の立体構造の違
いにより I1、I2受容体への親和性に差がある。I1受容体は細胞膜上に存在し、ホスファ
チジルコリン感受性ホスホリパーゼ C (PC-PLC) の活性化作用やアデニル酸シクラー
ゼ (AC) の阻害作用、その他 c₋Jun N-terminal kinase (JNK) の活性化作用を持つ [21] 
[22] 。I1 受容体への作用は PC-PLC の活性化と AC の阻害作用で区別されており、ク
ロニジンやリルメニジンは I1 受容体アゴニストとして、イダゾキサンは I1 受容体アン
タゴニストとして作用する。一方、イダゾキサンは I1 受容体よりも I2 受容体に親和性
が高い [14] 。I2受容体はミトコンドリアの monoamine oxidase (MAO) 上に存在し、
アロステリック部位でイミダゾリン誘導体と結合することにより MAO の活性を抑制





容体へ親和性を持つイダゾキサンや 2-BFI は潜在的な I2 受容体アゴニストとした (図




認できたがリルメニジンでは確認できなかった。Williams らにより報告 [6] されてい
るクロニジンとリルメニジンによるオートファジー誘導作用は、神経細胞のモデル細胞
であるラットの副腎髄質由来クロム親和性細胞腫 PC12 細胞とヒト神経芽細胞腫 SK-
N-SH 細胞において確認されている。クロニジンとリルメニジンは I1 受容体と2-アド




発現がないことを示唆する報告がある [26] 。また、同じ I1 受容体アゴニストであるデ
クスメデトミジンでもオートファジーの誘導作用が認められなかった。一方で、オート
ファジー誘導作用が認められた 2-BFIは I1受容体よりも I2受容体に高い親和性をもつ。
また、イダゾキサンも I1 受容体にはアンタゴニスト活性を持ち、I1 受容体よりも I2 受
容体に高い親和性をもつ [14] ことから、RAW264.7 細胞におけるオートファジーの誘
導作用は神経系の細胞とは異なり I1受容体を介さない可能性があった。また、オートフ
ァジー誘導作用は I2 受容体に選択性の高い 2-BFI だけでなく、I1 受容体に選択性の高
いエファロキサンにも認められた。エファロキサンの I2 受容体への親和性は 2-BFI と












第 2 章 オートファジー誘導メカニズムの解析 
2－1 研究目的 
第 1 章では一部のイミダゾリン誘導体が RAW264.7 細胞でオートファジーを誘導す
ることを示したが、当該細胞でのオートファジー誘導にイミダゾリン受容体が関与しな
い可能性が示された。そこで、イダゾキサンによるオートファジーの誘導に関わる分子
について検証を行うことにした (図 11) 。 
まず、既知のオートファジー誘導剤のように、イダゾキサンがオートファジーを調節
する分子に働きかけ、オートファジーを誘導した可能性を考えた。そして、オートファ
ジーの誘導に関連する分子として mTOR に注目した。mTOR はセリン-スレオニンキ
ナーゼのひとつで、富栄養時には p70 S6 キナーゼなどの下流シグナルのリン酸化を介
してタンパク質合成や細胞増殖などを促進する。また、飢餓時にはオートファジーを誘
導するなど、mTOR は同化、異化などの代謝反応を調節する。通常時、オートファジー
は mTOR により抑制されているが、ラパマイシンなどの mTOR 阻害剤により抑制が
解除されることで、オートファジーが誘導される [27] 。そこで、イダゾキサンもラパ























基質としても知られる p62 に注目した。p62 は Kelch-like ECH-associated protein 1 
(Keap1)-nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) シグナルに関与する分子で
ある。細胞がストレスにさらされた時、転写因子である Nrf2 が活性化され、p62 の発
現が増加する [28] 。増加した p62 は Nrf2 を抑制する因子 Keap1 と結合することで、
Nrf2 の活性化を促進するといった正の制御ループが働いている [29]  [30] 。そして、活
性化した Nrf2 は p62 のほかに NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (NQO-1) や heme 
oxygenase 1 (HO-1) といった抗酸化タンパク質の産生を促進することによりストレス
に対処する。また、p62 はユビキチン化されたタンパク質とも結合して、自己凝集する。
その後、自己凝集した p62 はオートファゴソームの膜タンパク質である LC3 と相互作
用することで、オートファジーにより選択的に分解される (図 12) [31] 。そこで、イダ





抗 p70 S6 キナーゼ抗体及び抗リン酸化 p70 S6 キナーゼ (Ser371) 抗体は Cell 
signaling Technology (Danvers、Massachusetts) から購入した。抗 JNK (C-17) 抗体、
抗リン酸化 JNK (G-7) 抗体は Santa Cruz Biotechnology (Dallas、Texas) から購入し
た。アニソマイシン (anisomycin) 、phosphatase inhibitor cocktail、10 × Tris-borate-
EDTA (TBE) 、H3PO4 はナカライテスク (京都) から購入した。Protease inhibitor 
cocktail は F.Hoffman-La Roche (Basel) から購入した。 Sulfanilamide 、 N-(1-
naphthyl) ethylenediamine は Sigma-Aldrich (St.Louis、Missouri) から購入した。抗
マウス tumor necrosis factor-alpha (TNF-) モノクローナル抗体、マウス TNF-組み
換えタンパク質、ビオチン化抗 TNF-モノクローナル抗体は Thermo Fisher Scientific 
(Waltham、Massachusetts) で購入した。VECTASTAIN ABC kit、TMB Peroxidase 
Substrate Kit は VECTOR LABORATORIES (Burlingame、California) から購入し
た。Salmon DNA は富士フィルム和光純薬  (大阪) から購入した。抗 p62 抗体 




1) p70 S6 キナーゼ及びリン酸化 p70 S6 キナーゼ検出用のタンパク質溶解液の調製 
1-2-3 と同様の操作を行った。 
 
2) JNK およびリン酸化 JNK 検出用のタンパク質溶解液の調製 
薬剤処理後に培養上清を取り除き、細胞を 4 ℃に冷却した 138 mM NaCl を含む 20 
mM Tris-HCl (pH 7.5) で洗浄した。その後、プレートに RIPA 細胞溶解液 {50 mM Tris-
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HCl (pH 7.5) 、1 % NP-40、0.25 % sodium deoxycholate、150 mM NaCl、1 mM EDTA、
protease inhibitor cocktail (cOmplete Mini) 、phosphatse inhibitor cocktail} を約 300 
µL 加え、氷上で 15 分間静置後にチューブへ回収し、さらに 60 分間溶解させた。その
後 10,000 × g、4 ℃で 10 分間遠心分離し、回収した上清をサンプルとした。 
 
3) p62 検出用のタンパク質溶解液の調製 
細胞の回収操作は 1-2-3 と同様に行った。 
回収した細胞は 200 × g、4 ℃で 10 分間遠心分離することで、ペレット状にした。ペレ
ット状にした細胞を約 1 mL の PBS で再懸濁し、一部を分取した。分取した懸濁液を
branson sonifier model S-150 を用いて 10 秒間 × 3 回、超音波破砕したものを全細胞
画分とした。残りの細胞懸濁液は、再び 200 × g、4 ℃で 10 分間遠心分離し、PBS を
取り除いた。その後、可溶性画分抽出液 (1 % Triton X-100、protease inhibitor cocktail、
PBS) を約 800 μL 加え 4 ℃で 30 分間、回転させながら溶解した。その後、15,000 × g、
4 ℃で 30 分間遠心分離した。遠心後の上清を可溶性画分として回収した。沈査は、洗
浄液 (1 % Triton X-100、PBS) で 4 回洗浄し、不溶性画分抽出液 (1 % Triton X-100、
1 % SDS、protease inhibitor cocktail、PBS) を約 150 μL 加えた。その後、沈査を
branson sonifier model S-150 を用いて 10 秒間 × 3 回、超音波破砕し、60 ℃で 1 時間
溶解させた。再び 15,000 × g、4 ℃で 30 分間遠心分離し、上清を不溶性画分として回
収した。 
 
2-2-3 SDS-PAGE 法及びウェスタンブロット法  
1) p70 S6 キナーゼ及びリン酸化 p70 S6 キナーゼの検出 
調製した試料溶液に還元剤を含む試料緩衝液を加え、98 ℃、5 分間の加熱、還元処理
を行った。還元処理を行った試料溶液は 10 % アクリルアミドゲルを用いて、泳動用緩
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衝液内で電圧 50 V で 30 分間、電圧 100 V で約 90 分間泳動することにより分離した。
分離したタンパク質は、転写用緩衝液内でニトロセルロース膜に電圧 100 V、75 分間
転写した。転写膜は、5 % スキムミルク/Tris buffered saline (TBS)-T (0.1 % Tween-20、
TBS) 中に、4 ℃で一晩静置しブロッキングを行った。その後、TBS-T で洗浄し、
5 % BSA/TBS-T で 1,000 倍希釈した抗 p70 S6 キナーゼ抗体、若しくは抗リン酸化
p70 S6 キナーゼ (Ser371) 抗体を室温で 4 時間振盪しながら一次抗体反応を行った。
一次抗体を反応させた後、余分な抗体を TBS-T により洗浄し、5 % スキムミルク/TBS-
Tで 2,500倍希釈した HRP結合抗マウス IgG 抗体を室温で 1時間振盪させ二次抗体反
応を行った。反応後、再び転写膜を TBS-T で洗浄し、化学発光法により LAS-3000 mini
を使用して検出した。 
 
2) JNK の検出 
調製した試料溶液に還元剤を含む試料緩衝液を加え、100 ℃、5 分間の加熱、還元処
理を行った。還元処理を行った試料溶液は、2-2-3 1) と同様に分離、転写した。転写膜
は、10 % スキムミルク/TBS 中に、4 ℃で一晩静置し、ブロッキングを行った。その後、
TBS-T (0.1 % Tween-20、TBS) で洗浄し、1 % スキムミルク/TBS で 250 倍希釈した抗
JNK (C-17) 抗体を室温で 1 時間振盪しながら一次抗体反応を行った。一次抗体を反応
させた後、余分な抗体を TBS-T により洗浄し、1 % スキムミルク/TBS で 2,500 倍希釈
した HRP 結合抗ヤギ IgG 抗体を室温で 1 時間振盪させ二次抗体反応を行った。検出操
作も 2-2-3 1) と同様に行った。 
 
3) リン酸化 JNK の検出 
転写までの操作は、2-2-3 2) と同様に行った。 
転写膜は、3 % BSA/TBS 中に、4 ℃で一晩静置し、ブロッキングを行った。その後、
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TBS-T (0.1 % Tween-20、TBS) により洗浄し、3 % BSA/TBS-T で 1,000 倍希釈した抗
リン酸化 JNK (G-7) 抗体を室温で 1 時間振盪しながら一次抗体反応を行った。一次抗
体を反応させた後、余分な抗体を TBS-T により洗浄し、3 % BSA/TBS-T で 10,000 倍
希釈した HRP 結合抗マウス IgG 抗体を室温で 1 時間振盪させ二次抗体反応を行った。
検出操作は 2-2-3 1) と同様に行った。 
 
4) p62 の検出 
泳動までの操作は、1-2-4 と同様に行った。 
10 % アクリルアミドゲルで分離したタンパク質は、転写用緩衝液内で polyvinylidene 
difluoride (PVDF) 膜に電圧 100 V、60 分間転写した。転写膜は、10 % スキムミルク
/PBS 中に、4 ℃で一晩静置し、ブロッキングを行った。その後、PBS-T (0.05 % Tween-
20、PBS) で洗浄し、1 % スキムミルク/PBS で 1,000 倍希釈した抗 p62 抗体 (PM045)
を室温で 1 時間振盪しながら一次抗体反応を行った。一次抗体を反応させた後、余分な
抗体を PBS-T により洗浄し、1 % スキムミルク/PBS で 5,000 倍希釈した HRP 結合抗
ラビット IgG 抗体を室温で 1 時間振盪させ二次抗体反応を行った。反応後、再び転写
膜を PBS-T で洗浄し、化学発光法により Amersham Imager 600 (GE ヘルスケア・ジ
ャパン、東京) を使用して検出した。 
 
2-2-4 NO 定量 
細胞に薬剤を処理した後、培養上清をサンプルとして回収した。その後、培養上清と
等量の Griess 試薬  (1 % sulfanilamide、0.1 % N-(1-naphthyl)ethylenediamine、
2.5 % H3PO4) を加え、室温で 10 分間静置した。その後、BioSpec-mini (島津理化、東





2-2-5 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法 
細胞に薬剤を処理した後、培養上清をサンプルとして回収した。捕捉抗体として抗
マウス TNF-モノクローナル抗体を µg/mL になるよう PBS で希釈し、96 ウェルプ
レート ( Immulon® 2 HB、Thermo Fisher Scientific) に入れ、4 ℃で一晩静置した。そ
の後、余分な捕捉抗体を除去し、3 % BSA/PBS を入れ室温で 2 時間静置することでブ
ロッキングを行った。その後、ブロッキング液を除去し、プレートを PBS-T 
(0.1 % Tween-20、PBS)で洗浄した。洗浄後、検量線の標準溶液として 1 % BSA/PBS
を溶媒に、マウス TNF-組み換えタンパク質を 2 倍段階希釈したものと、回収したサ
ンプルをそれぞれ別のウェルに入れた。そこに、検出抗体として 1 % BSA/PBS で 0.25 
µg/mL になるよう希釈したビオチン化抗 TNF-モノクローナル抗体を入れて、室温で
3 時間振盪した。その後、HRP で標識されたアビジン (VECTASTAIN ABC kit) を加え
37 ℃で 1 時間反応させた。培養後、HRP の基質となる 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine 
(TMB) (TMB Peroxidase Substrate Kit) を入れ、発色を確認した後、1 N の硫酸溶液
を処理して反応を停止させた。その後、マイクロプレートリーダー (Model 680、BIO-
RAD) を用いて波長 450 nm での吸光度を測定した。 
 
2-2-6 核タンパク質抽出 
培養上清を取り除いた後、細胞を 4 ℃に冷却した PBS で洗浄した。洗浄した細胞は、
スクレーピングにより PBS 中に回収し、100 × g、4 ℃で 10 分間遠心分離することで
ペレット状にした。遠心後、上清を取り除き、細胞溶解液 {10 mM HEPES-NaOH (pH 
7.9)、10 mM KCl、0.1 mM EDTA、0.1 mM EGTA、1 mM dithiothreitol (DTT) 、0.1 
mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)} を 200 μL 加えてペレットを懸濁し、15
分間静置した。その後、NP-40 を 0.6 %になるよう懸濁液に加え 10 秒間攪拌した。攪
拌後、20,400 × g、4 ℃で 1 分間遠心分離し、上清を取り除いた。残った沈査は核タン
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パク質抽出液 {20 mM HEPES-NaOH (pH 7.9) 、0.4 mM NaOH、1 mM EDTA、1 mM 
EGTA、0.5 mM DTT、0.1 mM PMSF} を 40 μL 加え、4 ℃で 15 分間攪拌振盪した。
その後、再び 20,400 × g、4 ℃で 5 分間遠心分離し上清を核タンパク質として回収し
た。 
 
2-2-7 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 法 
1) Nuclear factor-kappa B (NF-B) の検出 
回収した核抽出タンパク質を、1 mM DTT 及び 50 mM NaCl を含む 5 mM Tris-HCl 
(pH 8.0) で希釈した。その後、poly(deoxyinosinic-deoxycytidylic) {poly(dI-dC)} を 0.75 
µg、salmon DNA を 4 µg 加え、室温で 20 分間反応させた。その後、反応緩衝液 {5 mM 
Tris-HCl (pH 8.0) 、50 mM NaCl、0.05 % NP-40、1 mM MgCl2、0.5 mM DTT、
5 % glycerol、0.25 mM EDTA、40 ng/mL BSA、0.1 µM オリゴ DNA} を 5.8 µL 加え
て混和後、遮光下、室温で 30 分間反応させた。NF-B オリゴ DNA は 6’-
carboxyfluorescein (6’-FAM) で標識し、配列を 5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-
3’とした。その後、5 % Tris-borate-EDTA (TBE) ゲルを用いて、オリゴ DNA と反応さ
せた核タンパク質 9 µg を、泳動用緩衝液 {0.25 × TBE (pH 8.3) 、H2O} 内で電圧 150 
V、4 ℃で 50 分間泳動した。その後、標識された DNA は FLA-5100 を用いて検出し
た (励起波長 473 nm、蛍光波長 510 nm) 。 
 
2) Activeter protein-1 (AP-1) の検出 
回収した核抽出タンパク質を、1 mM DTT 及び 50 mM NaCl を含む 5 mM Tris-HCl 
(pH 8.0) で希釈した。その後、poly(dI-dC)を 4.2 µg 加え、室温で 20 分間反応させた。
その後、反応緩衝液 {5 mM Tris-HCl (pH 8.0) 、50 mM NaCl、0.05 % NP-40、1 mM 
MgCl2、0.5 mM DTT、5 % glycerol、0.25 mM EDTA、40 ng/mL BSA、1 µM オリゴ
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DNA} を 5.8 µL 加えて混和後、遮光下、室温で 30 分間反応させた。NF-B オリゴ DNA
は 6’-FAM で標識し、配列を 5’-CGCTTGATGACTCAGCCGGAA-3’とした。 その後、
5 % TBE ゲルを用いて、オリゴ DNA と反応させた核タンパク質 9 µg を、泳動用緩衝
液 {0.25 × TBE (pH 8.3) 、H2O} 内で電圧 150 V、4 ℃で 50 分間泳動した。その後、




2-3-1 イダゾキサンによる mTOR 及び I1受容体への作用 
イダゾキサンがラパマイシンと同様に mTOR の活性を阻害することでオートファジ
ーを誘導するのかについて、mTOR の下流シグナルである p70 S6 キナーゼのリン酸化
を指標 [32] に調べた (図 11) 。その結果、100 nM のラパマイシンを 24 時間処理した
条件ではリン酸化 p70 S6 キナーゼが減少したが、100 µM のイダゾキサンを 24 時間処
理した条件で減少は認められなかった。一方、リン酸化していない p70 S6 キナーゼに、
薬剤処理による変化は認められなかった (図 13) 。従って、イダゾキサンは p70 S6 キ
ナーゼのリン酸化を抑制せず、mTOR を阻害しないことが示された。 
次に、イダゾキサン及びクロニジンが I1 受容体を介してオートファジーを誘導する
のかという点について、下流シグナルである JNK のリン酸化を指標 [21] に調べた (図
11) 。その結果、陽性対照として用いたアニソマイシンを 25 ng/mL で 0.5 時間処理し
た細胞ではリン酸化 JNK が検出された。一方、100 µM のイダゾキサンを処理した条
件では、0.5 から 2 時間のいずれの処理時間でもリン酸化 JNK は検出されなかった (図
14-A) 。また、1 mM のクロニジンを処理した条件でも同様に、いずれの処理時間にお
いてもリン酸化 JNK は認められなかった (図 14-B) 。リン酸化していない JNK も、薬
剤処理による変化は認められなかった (図 14-A、B) 。従って、イダゾキサンやクロニ
ジンは JNK を活性化せず、RAW264.7 細胞では I1受容体に作用しない可能性が示され
た。 
 






イダゾキサンが RAW264.7 細胞において、LPS 刺激による NO 産生を抑制するのかど
うかを確認した結果、100 µM のイダゾキサンを 24 時間処理した条件で、LPS による
NO 産生量は危険率 1 % で有意に減少した (図 15-A) 。次に、サイトカインである TNF-
の分泌を調べた結果、LPS 刺激による TNF-の分泌も、100 µM のイダゾキサンを 12
時間処理した条件で、危険率 1 %で有意に減少した (図 15-B) 。また、NO 産生量及び
TNF-の分泌量の低下が、シグナル分子の抑制に伴うのかどうかを検証するため、炎症
物質の産生に関わる転写因子 NF-B 及び AP-1 の活性化が抑制されるのかを調べた。
転写因子の活性化の指標として転写因子の DNA 結合量の変化を、EMSA 法により調
べた。その結果、100 µM のイダゾキサン処理により、10 ng/mL の LPS を刺激した時
の NF-B の DNA 結合量は減少した (図 16-A) 。同様に、100 µM のイダゾキサンを
100 ng/mL の LPS と 1 時間処理した条件でも、AP-1 の DNA 結合量の減少が認められ
た (図 16-B) 。よって、イダゾキサンによる NO 産生及び TNF-分泌量の低下は NF-
B や AP-1 などの転写因子の活性化抑制に伴うものであり、イダゾキサンはシグナル
分子に作用する可能性が示された。 
イダゾキサンが炎症応答に関わるシグナル分子に作用する可能性があることから、オ





条件でも調べた。その結果、100 nM のラパマイシン及び 100 µM のイダゾキサンをそ
れぞれ 4 時間処理した条件では、薬剤未処理と比較して、p62 に変化はなかった (図 17-
A)。その後、ラパマイシンを処理した条件では 8、12、24、36、48 時間といずれの処
理時間でも p62 の低下が認められた (図 17-B~F) 。一方、イダゾキサンでは 8、12 時
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間処理において経時的に p62 が増加した (図 17-B、C) 。しかし、24 時間処理では薬剤
未処理と同程度にまで減少し (図 17-D) 、36、48 時間処理ではラパマイシンよりも更









り蓄積したことが示唆される。また、凝集していない p62 は界面活性剤の Triton X-100
に可溶性なのに対し、凝集した p62 は Triton X-100 に不溶化するため、その性質を利
用して両者を区別することが出来る [33] [34] 。そこで、イダゾキサンを処理した細胞
のタンパク質を Triton X-100 を用いて分画し、それぞれの画分での p62 存在量を調べ
ることで検証した。 




ンよりも多く増加した (図 18-A) 。また、100 nM のバフィロマイシン A1 を 3 時間、
100 µM のイダゾキサンを 24 時間処理した条件では、全細胞画分において、イダゾキ





バフィロマイシン A1処理では顕著な p62 の増加が認められた (図 18-B) 。可溶性画分
と不溶性画分において、薬剤間で p62 の変化を比較した場合、イダゾキサンは可溶性画
分で p62 を増加させ、バフィロマイシン A1は不溶性画分で増加させた。この結果から、
バフィロマイシン A1 による p62 の増加は不溶性画分での p62 の増加によるものであ
り、凝集した p62 が増加したことが示された。一方、イダゾキサン処理による p62 の
増加は、可溶性画分での p62 の増加によるものであり、凝集していない p62 が増加し
たことが示された。イダゾキサンが凝集していない状態の p62 を増加させたことから、





















る p62 に注目して検証を行った。その結果、イダゾキサンは一時的に p62 を誘導した
のち、徐々に減少させることが明らかとなった。これは、イダゾキサンがオートファジ
ーの基質として p62 を誘導し、誘導された p62 がオートファジーにより分解されると
いう仮説と一致した。イダゾキサンによる p62 の減少がオートファジーの分解による
ものかは、本研究での実験結果では示せていない。しかし、第 1 章の結果よりイダゾキ
サンによるオートファジーの誘導作用が最も認められる処理時間が 16 から 24 時間な
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る。p62 は Keap1-Nrf2 シグナルに関与する分子だが、イダゾキサンが肝細胞において
Nrf2 を活性化し、HO-1、NQO-1 など抗酸化ストレスタンパク質の発現を促進するこ
とが報告されている [36] 。また、オートファジーによる p62 を介した Keap1 の分解
は、Nrf2 を活性化し肝臓での酸化ストレスを軽減することも報告されている [37] 。従
って、イダゾキサンは p62 を誘導することによりオートファジーを誘導したほか、誘導
された p62 が Keap1 と結合することで Nrf2 が活性化され、抗炎症作用を示したので
はないかと考えられる (図 19) 。RAW264.7 細胞でのイダゾキサンによる Nrf2 の活性
化については確認できていないが、Nrf2 の活性化により分泌される HO-1、NQO-1 は























RAW264.7 細胞でのイミダゾリン誘導体によるオートファジーの誘導に I1 受容体とは
異なる分子が関与する可能性が示唆された。さらに、オートファジーの誘導メカニズム










用を調べた結果から、p62 に注目し検証を行った。その結果、イダゾキサンは p62 を誘
導したのちに減少させることから、イダゾキサンによるオートファジー誘導メカニズム
に p62 が関与する可能性が示された。また、イダゾキサンが Nrf2 を活性化するとの報
告からイダゾキサンの抗炎症作用にも p62 が関与する可能性も考えられた。しかし、イ
ダゾキサンの作用が p62 を介した作用であることを立証するには、イダゾキサンによ
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図 2 オートファゴソーム膜への LC3 タンパク質の結合 
オートファゴームの膜を構成するタンパク質の一つである LC3 について、LC3 がオート
ファゴソーム膜を構成するまでの過程を示した。LC3 は、まず細胞質中に前駆体 (pro-
LC3) が合成され、システインプロテアーゼにより C 末端側の 22 残基を切断されることで
LC3-I になる。次に、LC3-I がホスファチジルエタノールアミン (PE) と共有結合すること































図 3 イダゾキサンは RAW264.7 細胞において LC3-II を増加させた。  
 RAW264.7 細胞に 10、30、100 µM のイダゾキサンを 16 時間 (A) 、100 µM のイダゾキ
サンを 4、8、24 時間 (B) 、100 µM のイダゾキサン及び 100 nM のラパマイシンを、3 サ
ンプルずつ 24 時間 (C) 処理した。細胞からタンパク質を調製し、ウェスタブロット法によ
り LC3 を検出した。上の図はウェスタンブロット法により検出した LC3-I と LC3-II のシ
グナルを、下の図はローディングコントロールとして CBB 染色を行った結果を示す。(D) グ
ラフは C の結果から得られた LC3-II シグナル強度を、薬剤未処理群のシグナル強度の平均
値を 1 としたときの相対強度で示した。エラーバーは 3 サンプルから算出した標準偏差を























































































図 4 イダゾキサンは Cyto-ID の蛍光強度を増加させた。 
RAW264.7 細胞に 100 µM のイダゾキサンを 16 時間、100 nM のラパマイシンを 4 時間
処理 (A) 、また、100 µM のイダゾキサン若しくは 100 nM のラパマイシンを、2 µg/mL の
ペプスタチン A 及び 10 µg/mL の E-64d と併用して 24 時間処理 (B) した。薬剤処理後、細
胞内のオートファゴソームと核を、それぞれ Cyto-ID、Hoechst 33342 を用いて蛍光染色し
た。染色後、共焦点顕微鏡を用いて Cyto-ID (励起波長 488 nm、蛍光波長 500-550 nm) と
Hoechst 33342 (励起波長 405 nm、蛍光波長 425-475 nm) の蛍光を観察した。スケールバ
















































































図 5 イダゾキサンは Cyto-ID 及び MDC の蛍光強度を増加させた。 
(A) RAW264.7 細胞に 100 µM のイダゾキサンを 16 時間処理した。その後、Cyto-ID で
染色しフローサイトメトリーを用いて蛍光強度を測定した。(B) グラフはフローサイトメト
リーの結果からえられた Cyto-ID の蛍光強度の幾何平均値を示し、エラーバーは 3 サンプ
ル間の標準偏差を示す。(C) RAW264.7 細胞に 1 µM のラパマイシンを 30 分間、1 mM の
イダゾキサンを 3 時間処理した。その後、MDC で蛍光染色を行い、マイクロプレートリー
ダーを用いて MDC (励起波長 365 nm、蛍光波長 550 nm) の蛍光を測定した。グラフは、
得られた蛍光強度をウェル当たりのタンパク質量で補正した数値を示し、エラーバーは 3サ
ンプル間の標準偏差を示す。結果は Student’s t-test で評価した  (＊p ＜  0.05、＊＊
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図 7 イダゾキサンはバフィロマイシン A1併用下でも LC3-II を増加させた。 
RAW264.7 細胞に 100 µM のイダゾキサンを 16 時間 (A) 、100 nM のラパマイシンを 4
時間 (C) 、25、50、100 µM のビンブラスチンを 4 時間 (D) 、2、10 µg/mL のペプスタチ
ン A と 10、20 µg/mL の E-64d を 16 時間 (E) 処理した。バフィロマイシン A1は図に示す
濃度で、他の薬剤処理時間のうち最後の 4 時間のみ処理した (A、C、D、E) 。(B) RAW264.7
細胞に 100 nM のラパマイシン若しくは 100 µM のイダゾキサンを処理し、さらに 2 µg/mL
のペプスタチン A と 10 µg/mL の E-64d を加え 24 時間処理した。上の図はウェスタンブ
ロット法により検出した LC3-I と LC3-II のシグナルを、下の図はローディングコントロー
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示す。イミダゾリン誘導体間の違いについて、親和性は Ki 値を、受容体への選択性は I2の






化合物名 活性 I1 (Ki:nM) I2 (Ki:nM) I2/I1 参考文献
エファロキサン I1アゴニスト 52 >10,000 <0.005 [25]
クロニジン I1アゴニスト 56 955 17 [25]
リルメニジン I1アゴニスト 60 1096 18 [25]
イダゾキサン I1アンタゴニスト/I2アゴニスト 1259 10.6 119 [25]





























図 9 エファロキサン、クロニジン及び 2-BFI はバフィロマイシン A1 併用下でも LC3-II
を増加させた。 
RAW264.7 細胞にエファロキサンを 8 時間 (A) 、クロニジンを 4 時間 (B) 、2-BFI を 16
時間 (C) 、リルメニジンを 4 時間 (D) 、デクスメデトミジンを 4 時間 (E) 処理した。バフィ
ロマイシン A1は図に示す濃度で、他の薬剤処理時間のうち、最後の 4 時間のみ処理した (A 
~ E) 。上の図はウェスタンブロット法により検出した LC3-I と LC3-II のシグナルを、下















































































図 10 エファロキサン、クロニジン及び 2-BFIはペプスタチン AとE-64d併用下でもLC3-
II を増加させた。  
RAW264.7 細胞にエファロキサンを 24 時間 (A) 、クロニジンを 24 時間 (B) 、2-BFI を
24 時間 (C) 、リルメニジンを 24 時間 (D) 、デクスメデトミジンを 4 時間 (E) 処理した。
さらに 2 µg/mLのペプスタチン Aと 10 µg/mLのE-64dを共に 24時間処理した (A ~ E) 。
上の図はウェスタンブロット法により検出した LC3-I と LC3-II のシグナルを、下の図はロ
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図 11 オートファジー関連因子とその下流シグナル 
ラパマイシンやクロニジンなど既知のオートファジー誘導剤について、誘導メカニズム
に関わる分子とその下流シグナルに位置する分子を図に示した。mTOR は、オートファジ
ーを抑制するほか、p70 S6 キナーゼをリン酸化する。従って、mTOR 阻害剤であるラパマ
イシンは mTOR を阻害した結果として p70 S6 キナーゼのリン酸化を抑制する。また、I1
受容体は、オートファジーを誘導するほか、JNK をリン酸化する。I1 受容体アゴニストで

































図 12 オートファジー及び Keap1-Nrf2 シグナルに対する p62 の関与 
オートファジーと p62 及び Keap1-Nrf2 シグナルと p62 の関係性について図で示した。
まず、細胞内の p62 が増加すると、p62 同士で自己凝集をおこす。自己凝集化した p62 は
リン酸化 (S407、S403) を受けることでユビキチンドメインとの結合力が増し、ユビキチン
タンパク質なども巻き込みながら凝集する。その後、凝集化したタンパク質はオートファジ
ーによって隔離され、分解される。また、ユビキチンだけでなく p62 のリン酸化 (S349) に











































図 13 イダゾキサンは p70 S6 キナーゼのリン酸化を抑制しなかった。 
RAW264.7 細胞に 100 nM のラパマイシン及び 100 µM のイダゾキサンを 24 時間処理
した。その後、細胞から調製したタンパク質を 2 サンプルずつ泳動し、ウェスタンブロット
法に供した。上の図はリン酸化した p70 S6 キナーゼ (p-p70 S6K) のシグナルを示し、下の



















図 14 イダゾキサン及びクロニジンは JNK をリン酸化しなかった。 
RAW264.7 細胞に 25 ng/mL のアニソマイシンを 0.5 時間、100 µM のイダゾキサン (A)
及び 1 mM のクロニジン (B) をそれぞれ図に示す時間処理した。その後、ウェスタンブロ
ット法によりリン酸化 JNK (p-JNK) 及び JNK を検出した。タンパク質合成阻害薬である
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図 15 イダゾキサンは LPS 刺激による NO 産生量及び TNF-の分泌量を減少させた。 
(A) RAW264.7 細胞に 10 ng/mL の LPS 及び 100 µM のイダゾキサンを 24 時間処理し
た。薬剤処理後、培養上清を回収して NO 定量を行った。グラフは検量線より算出した NO
産生量を示す。エラーバーは 3 サンプル間の標準偏差を示す。(B) RAW264.7 細胞に 100 
µM のイダゾキサンを上記に示す時間、10 ng/mL の LPS を 6 時間処理した。薬剤処理後に
培養上清を回収し、ELISA 法により TNF-分泌量を測定した。グラフは検量線より算出し
た TNF-分泌量を示す。エラーバーは 3 サンプル間の標準偏差を示す。 




























































図 16 イダゾキサンは LPS 刺激による NF-B 及び AP-1 の DNA 結合を減少させた。 
(A) RAW264.7 細胞に 10 ng/mL の LPS を 0.5 時間、100 µM のイダゾキサンを図に示す
時間処理し、核タンパク質を抽出後に EMSA 法により DNA に結合した NF-B を検出し
た。(B) RAW264.7 細胞に 100 ng/mL の LPS 及び 100 µM のイダゾキサンを 1 時間処理


































図 17 イダゾキサンは p62 を増加させた後に、減少させた。 
RAW264.7 細胞に 100 nM のラパマイシン、100 µM のイダゾキサンを 4 (A) 、8 (B) 、
12 (C) 、24 (D)、36 (E) 、48 (F) 時間処理した。薬剤処理を行った細胞からタンパク質を調
製し、ウェスタンブロット法に供した。上の図はウェスタンブロット法により検出した p62
のシグナルとローディングコントロールとして CBB 染色を行った結果を示す。下のグラフ



















































































































































































図 18 イダゾキサンは全細胞画分及び可溶性画分での p62 量を増加させた。 
RAW264.7 細胞に 100 µM のイダゾキサンを 8 時間、100 nM のバフィロマイシン A1を
1 時間 (A) また、100 µM のイダゾキサンを 24 時間、100 nM のバフィロマイシン A1を 3
時間 (B) それぞれ処理した。薬剤処理後、細胞のタンパク質を全細胞画分、可溶性画分、不
溶性画分に分けて回収した。そして、それぞれのサンプルをウェスタンブロット法に供した。
左上の図はウェスタンブロット法により検出した p62 のシグナルについて短時間 (8.9 秒、
8.6 秒) と長時間 (49.7 秒、45 秒) で露光した結果を示す。左下の図はローディングコント
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図 19  イダゾキサンの作用メカニズムについてのモデル予想図 
本研究の結果とこれまでの知見より推察したイダゾキサンの作用メカニズムについての
モデル予想図を示す。イダゾキサンは p62 の発現を誘導し、増加した p62 を分解するため
にオートファジーが誘導された。また、イダゾキサンにより増加した p62 が Keap1 と結合
することにより、Nrf2 が活性化されて抗炎症作用を示したのではないかと予想した。 
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